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Figure　2　　Effect　of　concentration　of　organic　acid　on　relataive　peak　intensity
　　　　　　　　　　（A）tri刊uoroacetic　acid，（B）acetic　acid　and（C）fbrmic　acid．
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Figure　3　　Effξct　ofpH　and　concentration　of　mobile　phase　on　peak　area　of　GSH　and　GSSG
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第3．2－2項　　還元型グルタチオンの誘導体化
　GSHはHILICカラムを用いることでカラムに保持させることが可能であるが、前処理操
作などで自動酸化を受けGSSGへ変化する恐れがある40）。従来、自動酸化を防ぐ目的で、
チオール基を保護するさまざまな誘導体化方法が報告41“43）されており、本研究でも誘導体
化試薬であるNEM、5，5’一ジチオビスニトロ安息香酸（DTNB）および2，4一ジニトロフルオ
ロベンゼン（DNFB）をそれぞれ比較検討した。その結果、　DNFBでは反応が進まず、誘導
体化後に観測される予定の〃2Z　472が検出されなかったため不適と判断した。　NEMおよび
DTNBは誘導体化が速やかに進行し、分子量関連イオンのピークである〃砺433および〃施
505が観察されたが、第1－1－5項で確認された通り、イオン化の強度が大きいNEMを誘導
体化試薬として採用した（Figure　4）。　GSHとNEMの反応条件を検討した結果、30分以降
で一定のイオン化強度を示したため、反応時間は30分とした。
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Figure　4　Chromatograms　of（A）GSH，（B）GSH－DTNB　and（C）GSH－NEM　as　obtained　by
　　　　　HILIC／MS　method
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第3－2－3項　　MS測定条件の最適化
　MS測定における最適操作条件を検討するために、　GSH－NEMとGSSG標準品を用いて、
MSのイオン化等の測定条件を種々検討した。移動相にアセトニトリル：0．5　mMギ酸緩衝
液（pH　4．0）＝90：10（v／v）混液を用い、大気圧化学イオン化法（atmospheric　pressure　chemical
ionization：APCI）およびエレクトロスプレーイオン化（electrospray　ionization：ESI）の正、
負イオンモードでの測定を比較検討した結果、ESIの正イオンモードで高いイオン強度が
得られた。その際、GSH－NEMおよびGSSGのマススペクトルから［M＋H］＋を分子量関連イ
オンのピークとする〃2Z　433、613のピークが得られた。また、　GSSGにおいてフラグメン
トイオンである〃2ん308［GSH］のピークが観察されたことから、得られたピークがGSSGで
あることを確認した（Figure　5）。〃2433および613をsIM用イオンとして、　Q－array　direct
current（DC）電圧（0～80　V）、Q－array　radio　frequency（RF）電圧（0～150　V）について種々
検討した結果、GSH－NEM、　GSSGともにDC電圧は20　V、　RF電圧は150　Vがイオン化に
おける最適電圧であった（Figure　6）。その他、　CDL電圧、ブロックヒーター温度、　CDL温
度、ネブライザーガスの各条件はそれぞれOV、300°C、300°C、1．5　L／minにおいてGSH－NEM
およびGSSGを最も感度よく検出することができた。この条件でGSH－NEMおよびGSSG
標準品を測定した結果、良好なクロマトグラムが得られた（Figure　7）。
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Figure　5　Mass　spectra　of（A）GSH－NEM，（B）GSSG　and（C）γ一glutamyl－glutamic　acid（100
　　　　　μM）
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Figure　6　Effect　ofvarious　voltage　and　temperature　ofMS　measurement　on　relative　intensity
（A）DC　voltage，（B）RF　voltage，（C）CDL　temperature　and（D）Block　temperature．
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Figure　7　Chromatogralns　of（A）GSH－NEM，（B）GSSG　and（C）γ一glutamyl－glutamic　acid（100
　　　　　　　　　μM）as　obtained　by　HILIC／MS　method
70
第3－2－4項　　固相抽出法による試料前処理
　ヒト生体試料中の血液および唾液中には測定対象物質が低濃度で存在するため、爽雑物
質の影響を大きく受けると考えられる。そこで、濃縮・精製を目的とした生体試料の前処
理方法として、Waters社製Oasis⑧HLBおよびMAXを用いた固相抽出法を検討した。Oasis⑧
HLBを用いた場合、負荷の段階でGSSGをカートリッジに保持させることができなかった。
しかし、Oasis⑧MAXを用いた場合、血液および唾液に含まれる他の爽雑物質の除去およ
び目的成分を濃縮することが可能となり、良好なクロマトグラムを得ることができた
（Figure　8）。更に、添加回収試験の結果、低濃度および高濃度において回収率90％以上の
結果を得ることができた（Table　l）。
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Figure　8　Chromatograms　of（A）GSH－NEM，（B）GSSG　and（C）γ一glutamyl－glutamic　acid（100
　　　　　μM）in　human　saliva　samples，　as　obtained　by　HILIC／MS　method
Table　l　　Recovery　test　of　GSH－NEM　and　GSSG　in　human　saliva　samples
　　　　　　　　　　　Spiked　concentration
Analytical　　　　　　　HLB　　　　　　　　　　　　　　　MAX
c・mp°・‘d　　50画　　　25画　　　50岬
　　　　　　Average　R．S．D．　　　Average　　R．S．D．　　Average　　　R．S．D．
Glutathione．NEM　　　　　79．7　　　5．6　　　　　91．5　　　7．5　　　　　92．2　　　　7．2
Glutathbne　disulfide　　　2．7　　　　1．1　　　　　91．6　　　15．0　　　　101．6　　　　41
　　　　　　　　（n＝6）
R．S．D．：relative　standard　deviation
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第3－2－5項　　分析法バリデーション
　構築した分析法の妥当性を評価するために、GSH－NEMおよびGSSG標準品を用いて、
分析能パラメーターとして検出限界（LOD）、定量限界（LOQ）および検量線を求めた。
唾液中のGS｝1－NEMおよびGSSGのLOD（S／N＝3）は0．1μMおよび0．3μMとなり、LOQ
（S／N＞10）は0．5μMおよび1μMとなった。検量線を作成したところ、良好な直線性（r
＞0．99）と再現1生が得られた（Table　2および3）。試料の安定性試験を行ったところ、測定
対象物質は前処理過程で分解することなく、安定に存在することが明らかとなった（Table
4）。また、構築した分析法の再現性を確認するため、日内変動および日間変動を求めたと
ころ、LOQ付近で相対標準偏差（RSD）のばらつきがみられたものの、おおむね15％未満
と良好な結果が得られた（Table　5）。また、爽雑物質によるマトリックス効果を検討するた
めに、水とプール唾液をそれぞれ希釈溶媒としたときの検量線を作成した。その結果、そ
れぞれの検量線の傾き、切片に大きな違いが認められず、同一の検量線を作成することが
できたため、試料前処理の有用性が確認された（Figure　9）。これらの結果から、構築した
分析法の信頼性が検証された。
Table　2　　Analytical　validation　of　HILIC／MS　of　GSH－NEM　and　GSSG
蒜㍑　 ・叫M）・・Q（・叫ε灘：忽　RS；IPA）R3＆IRT｝
Glutathione■NEM　　　　　　　O．1　　　　　　　0．5　　　　0．999（05～100）　　　　　5．06　　　　　　　0㌦4
Glutathione　disulnde　　　　O．3　　　　　　1　　　　0．996（1～100）　　　　　4．58　　　　　0．27
　　　　　　　LOD：S’N＝3
　　　　　　　LOQ：S∫N＞10
R．SD．：relative　standard　deviation
72
Table　3　　Accuracy　and　precision　ofcalibration　curve
㌫蒜5　。。nce罐．側）　。蒜蒜㌫）　Accu・acy（％）
Gbtathione・NEM　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　N．D．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，2　　　　　　　　　　　　　　　　　　1T5．7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　2，6　　　　　　　　　　　　　　　　　106．0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5、0　　　　　　　　　　　　　　　　　　52　　　　　　　　　　　　　　　　　103．9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　7，9　　　　　　　　　　　　　　　　　105．2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9，9　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19．1　　　　　　　　　　　　　　　　　95．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　49．7　　　　　　　　　　　　　　　　　99．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．1　　　　　　　　　　　　　　　　　99．1
Glutathione　disulfide　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　1．1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．4　　　　　　　　　　　　　　　　　134．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　3，4　　　　　　　　　　　　　　　　　102．4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5，8　　　　　　　　　　　　　　　　　　97．4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　97．7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　99．1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　21．4　　　　　　　　　　　　　　　　102．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　49．2　　　　　　　　　　　　　　　　　96．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　102．6　　　　　　　　　　　　　　　　　102．6
Table　4　　Stability　ofGSH　and　GSSG　during　storage　at　various　conditions
Detected　concentration（mean±S．D．，　n＝6）
A岬ical　　　　A。t．al　　　　　　Days°f　st°「age
、。mp。．。d　Tempe「atu「e　c。．c。．t，ati。。　1　　2　　3　　4　　5　　6
25°C
Glutathione　　　　4。C
一 20。C
50　　　　　　48．4土07　　　52．8±0．9　　　48．1土0．8　　　48．0土1．8　　　47．0土1．8　　　47．3土1．3
100　　　　　96．8±2，2　　　98．2±1．1　　　99．3±0．4　　　95．0土0．6　　　95．0±1．9　　93、4±1．1
50　　　　　51．4±t5　　　52．0±1．2　　　49．6±0．6　　　50．3±1．9　　　48．1±0．8　　47．9±1．1
100　　　　　97．4±2．6　　103．2±2．4　　98．1±0．4　　　97．1土3．4　　　97．9±2」　　　97．6±1．1
50　　　　　　51．8±1」　　　53．0±2．2　　　49．1±0．3　　　50．5±1．2　　　50．1±1．9　　　49、8±1．0
100　　　　　98．5±1，9　　　103．1±1．8　　　98．7±0．6　　　97．5±1．3　　　101．9土1．2　　97．9±1．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　49．4±1，3　　　49．2±1．3　　　49．2±1．3　　　49．7±1．2　　　48．3±t3　　　49．3土1．2
　　　　　　　　　　　　250C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　99．5土20　　　98．2土1．4　　　98．4±1．7　　　98．8土3．4　　　98．2±0．4　　98．5±1．9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　49．4±1，6　　　50．6±1．7　　　50．3±1．5　　　49．5±1．2　　　51．0±1．2　　5σ4±2．3
Glutathione　　　　40C
　disulfide　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　97．8±1，3　　102．3±2．4　　100．5±1．5　　97．8±1．3　　101．3±2．3　　100．6土2．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　50．5±1．7　　　49．9±1．3　　　49．9±1．4　　　49．4±1．2　　　50．3±1．7　　　51．4±1．4
　　　　　　　　　　　　－20°C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　103．7±1．8　　98．8±1．7　　　99．7±1．7　　　98．0±1．3　　　103．2±25　　102．4±2．3
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Table　5　　1ntraday　and　interday　precision　and　accuracy　of　quantifying　GSH－NEM　and　GSSG
　　　　　　　　　　　　using　HILIC／MS
Analytical　　　　　　　Actual　　　　Detected　concentration　　　Precision（R．S．D．｝　　Accuracy（R．E．）
compound　　　　concentration　　　（mean±S．D．，　n＝6）　　　　　　｛％｝　　　　　　　　　（％｝
　　　　　　　　　　　　　　　　　lntraday
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑　　　　　　　　　　　　　0．99土0．12　　　　　　　　　　　　　12．0　　　　　　　　　　　　　－1．21
Glutathione・NEM　　　　　　10　　　　　　　　10．01±0．56　　　　　　　　　5．6　　　　　　　　　　0．08
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　99，6±6．78　　　　　　　　　　　　　　6．8　　　　　　　　　　　　　．0．44
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　0．98±0．06　　　　　　　　　　　　　6．3　　　　　　　　　　　　　－2．04
Glutathione　disulfide　　　　10　　　　　　　　　10．1±0．33　　　　　　　　　　32　　　　　　　　　　1．02
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　99．1±4．4　　　　　　　　　　　　　4．4　　　　　　　　　　　　司）．89
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1nterday
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　1．01±0．17　　　　　　　　　　　　16．4　　　　　　　　　　　　1．26
　Glutathione－NEM　　　　　　10　　　　　　　　10．00土0．24　　　　　　　　　2．4　　　　　　　　　・0．03
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　99．8±1．1　　　　　　　　　　　　　　1．1　　　　　　　　　　　　　－0．16
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　1．15土0．13　　　　　　　　　　　　11．4　　　　　　　　　　　14．70
Glutathione　disulfide　　　　10　　　　　　　　　9．93±0．35　　　　　　　　　　3．6　　　　　　　　　・0．65
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　101．8土0．9　　　　　　　　　　　　　　0．9　　　　　　　　　　　　　　1．76
S．D．：standard　deviation
R．SD．：relative　standard　deviation
R．E．：relative　error
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第3－3節　　生体試料への応用および血液と唾液の相関性
　構築した分析法を用い、健常者10名の血液および唾液中GSH、　GSSG濃度を定量した
（Figure　10）。その結果、血液においては既報の濃度77’78）と比較してほぼ同様の値が得られ
たことから、本分析法の定量値は妥当であると考えられる。また、唾液試料の有用性を確
認するために、GSSG／GSHを算出し、全血と唾液の相関性をみたところ、有意な相関性（γ
＝ 0．806）が認められた（Figure　11）。従って、唾液中GSHおよびGSSGを測定することは
血液試料に代わり、酸化および窒素化ストレスを評価できる有用なバイオマーカーである
ことが示唆された。
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Figure　10　Concentration　of　GSH　and　GSSG　in　human（A）blood　and（B）saliva　samples
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Figure　l　l　Correlation　with　concentration　in　blood　and　saliva　ofGSH　and　GSSG
第3－4節　　小括
　酸化および窒素化ストレスを評価するためにGSHとGSSGを選定し、被検試料として非
侵襲的で簡便な採取が可能な唾液に注目してGSHおよびGSSGの測定法を構築した。検出
器として高感度・選択的な検出ができるMSを使用することで、生体試料に微量で存在す
るGSHおよびGSSGを定量することができた。また、生体試料の前処理方法として、固相
抽出法を適用したことで、生体試料の共存物質を除去および試料の濃縮を行うことが可能
となり、良好なクロマトグラムを得ることができた。開発した分析法を全血および唾液試
料の分析に適用したところ、全ての検体でGSHとGSSGを高感度且つ高精度に定量するこ
とができた。また、酸化および窒素化ストレスの指標となるGSSG／GSHにおいて血液中と
唾液中の間に有意な相関性がみられた。これらのことから、唾液中GSHおよびGSSGは血
液試料に代わり、酸化および窒素化ストレスを評価できる有用なバイオマーカーであるこ
とが示唆された。
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総括
　本研究では、我々の生活習慣が酸化および窒素化ストレス産生に及ぼす影響を評価する
ために、酸化物質と抗酸化物質に着目し、」ηv加o、仇v∫voで酸化および窒素化ストレス状
態の評価が可能な高感度・選択的な生体内バイオマーカー分析法を検討した。更に、構築
した分析法を」ηv匡ヵoおよび」ηvjvoに適用し、その有用性を評価した。
　第1章では、酸化および窒素化ストレス状態を評価するためのバイオマーカー分析法の
開発のために、酸化物質であるROSの代表物質として゜OHにっいて、ESRによる検出法を
検討した。更に、ROSがDNAに及ぼす影響を評価するために、高速液体クロマトグラフ
ィー／紫外吸光光度検出／電気化学検出を用いてDNA酸化指標である8－OHdGの測定を試み
た。次に、ROSおよびRNSがタンパク質およびアミノ酸へ及ぼす影響を評価するため、
ROSと生体内のPheが反応して生じるo－Tyrおよび〃2－Tyr、RNSと生体内のρ一Tyrが反応し
て生じる3－NTの同時分析法の構築を行った。生体内抗酸化物質として反応性の高いチオ
ール化合物（GsH、　GssG、　Cys、　cysss、　HcyおよびHcySS）を測定対象物質に選定し、
カラムスイッチングーHILIC／MSによる血清中チオール化合物分析法を構築した。構築した
分析法によって、仇v加o、∫ηvjvoで酸化および窒素化ストレス状態の評価が可能であるこ
とを示した。
　第2章では、食品の複合反応がROSおよびRNS生成に与える影響を評価するために、
第1章で構築した方法を用いて」ηvj〃oでROSおよびRNSを評価した。その結果、フェノ
ール性化合物と銅を併用することにより、ROSの産生が認められ、　DNA酸化指標である
8－OHdGの量が増加した。更に、フェノール性化合物の一つであるChAおよびCaAと発色
剤として使用されているNaNO2を併用することで、一部のニトロ化合物はゴηvj’γoでNO2
を産生することが確認され、ROSおよびRNSの生成に関与していることが明らかとなっ
た。
　第3章では、第1章で有用性が確認されたGSHおよびGSSGについて、非侵襲的に採取
が可能な唾液試料に着目し、その有用性について検討した。その結果、本分析法によって、
全ての検体からGSHとGSSGを高感度、選択的に定量することが可能となり、唾液試料は
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血液試料に代わる生体試料として適用可能であることが示唆された。
　本研究では、ROSおよびRNSがDNA、タンパク質および抗酸化物質（チオール化合物）
と反応した場合に変動が認められるバイオマーカーを検討し、その分析法を構築した。更
に、このバイオマーカーの測定をヒト生体試料への適用を考え、血液に代わる非侵襲的な
採取が可能な唾液試料が有用であることを示した。本研究の成果は、ROSおよびRNSが
生体に及ぼす影響を調べる上でその一助になるものと期待される。
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実験の部
第1章
Ll．　試薬および試料
　5，5’－Dimethyl－1－pyrroline－N－oxide（DMPO）およびα一（4－pyridyl－1－oxide）－1V一τ♂－butylnitrone
（POBN）はLabotech社製（Tokyo，　Japan）を用いた。
　Dimethyl　sulfoxide（DMSO）、過酸化水素水（30％）、　nuclease　P　1、　sodium　iodide、　reduced
glutathione　（GSH）、glutathione　disulfide（GSSG）、」V－benzylmaleimide（NBenzM）、
N－cyclohexylmaleimide（NCycloM）およびdithiothreitol（DTT）は和光純薬工業株式会社製
（Tokyo，　Japan）を使用した。
　Copper（II）sulfate　pentahydrate、　ammonium　iron（II）sulfate　hexahydrate、　DL－phenylalanine
（Phe）および4－nitro－DL－phenylalanine（4－NP）は関東化学株式会社製（Tokyo，　Japan）を
使用した。
　Ethylenediamine－」V，N，」V’，2V’－tetraacetic　acid，　disodium　　salt　　（　EDTA－2Na　）　、
bathocuproinedisulfbnic　acid，　disodium　salt、　peroxynitrite溶液（ONOO’）、3－chlorocarbonyl－6，7－
dimethoxy－1－methyl－2（1．H）－quinoxalinone（DMEQ－cocl）、fluorescein－4－isothiocyanate（FITc－1）
および4－fluoro－7－nitro－2，1，3－benzoxadiazole（NBD－F）は株式会社　同仁化学研究所製
（Kumamoto，　Japan）を用いた。
C・t・1・・e、・up…xid・disln・ta・e（SOD）、d・・xy・ib・nu・1・ic　acid・・dium・alt丘・m・alfthym・・、
phosphatase　alkaline　fTom　bovine　intestinal　mucosa、　deoxyguanosine（dG）、8－hydroxy－2㌧
deoxyguanosine（8－OHdG）、3－nitro－L－tyrosine（3－NT）、DL－homocysteine（Hcy）、DL－homocystine
（HcySS）、　DL－cysteine（Cys）、　DL－cystine（CysSS）およびlipopolysaccharide（E5c舵γic加o
coli，　serotype　O　111：B4）はSigma社製（Tokyo，　Japan）を用いた。
　DL－Tyrosine　（、ρ一Tyr）、　DL－7η一tyrosille　（η2－Tyr）、　DL－o－tyrosine　（o－Tyr）　、
4－（N，2V－dimethylaminosulfbnyl）－7－fluoro－2，1，3－benzoxadiazole　（DBD－F）、　9－fluorenylmethyl
chlorofbrmate（Fmoc－Cl）、2，3－naphthalenedialdehyde（NDA）およびo－phthalaldehyde（OPA）
は東京化成工業株式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。
　　Glutathione（13C2，15Nl）（GSH－13C2，15Nl）はToronto　Research　Chemicals社製（Ontario，
Canada）を使用した。　L－cysteine（13C3，15Nl）（Cys－13C3，15NI）およびDL－homocystine
（3，3，3’，3’，4，4，4’，4’－d8）（HcySS－d8）はCambridge　Isotope　Laboratories社製（Massachusetts，
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USA）を用いた。
　その他、溶媒は和光純薬工業株式会社製（HPLC用）を用いた。超純水は日本ミリポア
製Milli－Qの超純水装置で調製したものを用いた。
1．2．　　動物実験
　実験動物の取り扱いについては「星薬科大学動物実験指針」に基づいて行った。6週齢
のICR雄性マウスを目本チャールズリバー株式会社から購入した。各群6匹ずつ7群に配
し、約1週間の順化飼育を行った。動物の飼育は温度23±1°C、12時間蛍光灯照明（8：00
～20：00）の条件下で行った。
L3．　　測定装置および分析条件
　電子スピンの測定にはJES－REIX（JEOL社製）を使用した。マイクロ波の周波数は9．43
GHzに設定し、磁場を3355±5mTとした。マイクロ波の出力を9mW、周波数変調を100
kHz、時定数を0．03秒、掃引時間を30秒に設定した。　ESRの測定は全て室温で行い、スペ
クトル強度は内部標準物質であるマンガン（Mn2＋）を基準にした。
　dGおよび8－OHdGの測定には高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光光度検出／電気化学
検出（HPLC／UV／ECD）を使用した。紫外吸光光度検出器にはSPD－10A（Shimadzu社製）
を用い、電気化学検出器はESA　Coulochem　III（ESA社製）を使用した。分析用ポンプとし
てLC－10ADvp（Shimadzu社製）を用い、分析カラムにはGL　Sciences社製Inertsil　ODS3（150
×4．6mm，3．0μm）を使用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動相として10　mMリン
酸二水素一ナトリウム水溶液／メタノール（97：3、v／v）を用いて、流速1．O　mL／minで送
液し、試料は20μLを注入した。UV検出器は290　nmに設定し、　dGを定量した。　ECDは
ガードセルを一350mV、分析セルとしてelectrode　l，150　mVおよびelectrode　2，300　mVに設
定した。
　機器分析によるチロシン類縁化合物の測定には、高速液体クロマトグラフィー／紫外吸光
光度検出／蛍光検出（HPLC／UV／FL）を使用した。分析装置にはSHISEIDO　SI－IIシリーズを
用いた。移動相は20mMリン酸塩緩衝液（pH＝3．0）とアセトニトリルを用い、流速0．2
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mL／minで送液し、グラジェント操作によって分離した。分析カラムにはSHISEIDO社製
CAPCELL　PAK　MGII（150×2．O　mm，3．0μm）を用いた。　UVを210nm、　FLを励起波長470
nmおよび蛍光波長540　nmに設定し、　NBD－Fで誘導体化された対象物質を測定した。
　チオール化合物の測定には液体クロマトグラフィー／質量分析法（LC／MS）を使用し、カ
ラムスイッチング法により前処理操作の自動化を図った。カラムスイッチングのタイムプ
ログラムはTable　lに示す。ポンプにLC－10ADvp、オートサンプラーにSIL－HTc、カラムオ
ーブンにCTO－10Avpを用いた。　LC条件は、前処理カートリッジにWaters社製Oasis　HLB
（20×2．1mm）を用い、分析カラムにMerck社製ZIC－pHILIC（100×2．1　mm，5μm）を使
用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動相として10mM酢酸水溶液／10mM酢酸含有
アセトニトリル（30：70、v／v）を用いて、流速0．4　mL／minで送液し、試料は10μLを注入
した。MSの条件として、装置には、　SHIMADZU　LCMS－2010Aを使用した。　MSのイオン
化は、ESIのポジティブモードで測定した。それぞれの化合物のモニタリングイオンはTable
2に示す。その他のMSの条件はインターフェイス電圧4．5　kV、　CDL温度250°C、ブロッ
クヒーター温度200°C、ネブライザーガス1．5L／minとして測定した。また、検量線およ
び実試料の測定には、選択イオンモニタリング（SIM）モードで行った。
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Table　l　　Time　program　ofcolumn－switching　HILIC／MS
Time（min）　　　　　　Event　　　　　Column　position
0．O　　　　　Sample　injection　　　　　　Configuration　A
3．O　　　　　　Valve　change　　　　　Configuration　B
15．O　　　　　Valve　change　　　　　Configuration　B
20．O　　　　　　　　Next　analysis　　　　　　　Configuration　A
Table　2　　MS　parameters　fbr　each　analyte
Analyte　　　　　　　m！乞　　　　DC（V）　　　　RF（V）　　　　CDL（V）
GSH　　　　　　　　495　　　　　　30　　　　　150　　　　　　　　0
GSSG　　　　　　　　487　　　　　　40　　　　　150　　　　　　　25
Cys　　　　　　　　　309　　　　　　　20　　　　　　135　　　　　　　　　0
CssC　　　　　　　　　301　　　　　　　10　　　　　　105　　　　　　　　　0
Hcy　　　　　　　　　　323　　　　　　　20　　　　　　150　　　　　　　　　0
HccH　　　　　　　　　315　　　　　　　10　　　　　　120　　　　　　　　　0
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1．4．　　試料溶液の調製方法
1．4．1．　DMPOとPOBNによる゜OHの相関性
　DMPO－OHおよびPOBN－CH3の相関性を評価するために、°OHはフェントン反応を用い
て、発生させた。過酸化水素水を0～25mMに調製し、それぞれに1mMの塩酸に溶解し
た0．1mM　FeSO4を加えた。発生した゜OHを100　mM　DMPOで捕捉した。同様に、°OHに
DMSOを添加して産生する゜CH3をPOBNを用いて捕捉した。
1．4．2．　LC／UV／ECDによるdGおよび8－OHdG量の測定
　精製水で2mg／mLに調製した仔牛胸腺DNAを250μLにPBS溶液を750μL加えた。37
°C、30分間混和後、ヨウ化ナトリウム溶液でDNAを析出させ、40％イソプロパノール、
70％エタノールでDNAを洗浄した。その後、ヌクレアーゼP1（500　units／mL）とアルカリ
ブォスファターゼ（1000units／mL）によって酵素分解を行い、　DNAを断片化後、試料溶液
とした。LC／UV／ECDによる測定では、　UVでdGを、　ECDで8－OHdGをそれぞれ定量して
8－OHdG／dG比を算出し、　DNAの酸化的損傷の指標とした。
1．4．3．　チロシン類縁化合物測定のためのOasis⑧MCXによる前処理方法
　　　　およびNBD－Fによる誘導体化
　血清試料（500μL）にアセトニトリル（1500μL）を加えて、除タンパク後、遠心分離操
作（10，000g、5min）で、得られた上清を窒素気流下で濃縮操作後、50　mMリン酸塩緩衝
液（pH　5．0）で1．O　mLに定容した。
　その後、Oasis⑧MCXによる固相抽出法に適用した。固相のプレコンディショニングには
メタノール（1mL）および精製水（l　mL）で行った。その後、定容した試料を1．OmL負
荷した。洗浄溶媒にはアセトニトリル（1mL×2）と10mMリン酸塩緩衝液（pH　6．0、　l　mL
×2）を用いた。溶出溶媒には50mMリン酸塩緩衝液（pH　ll．0、　l　mL）を用い、測定対
象物質を固相から溶出させた。得られた溶液をNBD－Fによる誘導体化に供した。
　NBD－Fによる蛍光誘導体化方法は、試料（250μL）に50　mMリン酸塩緩衝液（pH　5．0、
50μL）を添加し、pHを9．0に調整後、アセトニトリルに溶解した10mM　NBD－F（50μL）
を加え、60°C、5分間反応させた。氷冷後、アセトニトリル（100μL）と1MHCI（50μL）
を加えて撹拝後、遠心分離操作（10，000g、5min）を行った。得られた上清をHPLC／UV〃FL
の測定に供した。
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1．4．4．　チオール類縁化合物測定のための誘導体化および試料前処理方法
　血清を作製する段階での自動酸化を防ぐために、NBenzMをシリンジ内に10μL滴下さ
せたテルモシリンジを用い、採血を行った。その後、血液を室温で30分間、放置後、遠心
分離操作（3，000rpm、15min）を行い、血清を作製した。
　血清（25μL）にPBS（100μL）、10mM　NBenzM誘導体化試薬（25μL）およびデフェロ
キサミン含有サロゲート物質（25μL）を加え、37°C、30分間反応させることによって還
元型チオール化合物を誘導体化した。その後、25mM　DTT（25μL）を加え、37°C、30分
間反応させることによって酸化型チオール化合物を還元させた。最後に、50mM　NCycloM
誘導体化試薬（25μL）およびデフェロキサミン含有サロゲート物質（25μL）を再度加え、
37°C、30分間反応させることによって還元させた酸化型チオール化合物を誘導体化した。
全ての反応後、20％スルポサリチル酸（25μL）を加え、除タンパク後、遠心分離操作（10，000
9、5min）を行い、得られた上清を試験溶液としてカラムスイッチングーHILIC／MSの測定
に供した。
1．5．　分析法バリデーション
　本分析法のバリデーションは、FDAで推奨されている「Guidance　fbr　Industry
Bioanalytical　Method　validation　35）」を基に、Quality　control（Qc）試料を作製後、LoD、　LoQ、
試料安定性試験、直線性、真度、精度について評価した。
　LoDおよびLoQは繰り返し5回測定を行い、ベースラインのノイズレベルの3倍をLoD
とし、10倍以上かつ真度および精度のRSDが20％以内になる濃度をLOQと定義した。
　試料安定性試験は、Qc試料を一80°c、4°cおよび25°cで一定期間保存後、それぞれ測
定を行い、安定性を評価した。
L6．　　統計学的処理
　還元型および酸化型チオール化合物の濃度は平均値±SDで表記した。得られた値は一
元配置分散分析によって各群の間の有意差を検定し、その後、Schef飴法によって評価した。
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2．1．　　試薬および試料
　Caffeic　acid（CaA）、〃αηぷ一4－hydroxy－3－methoxycinnamic　acid（Fenllic　acid、　FA）、　quercetin
dihydrate（Que）、rutin、（一）－epigallocatechin（EGC）、（一）－epicatechin（EC）、gallocatechin（GC）、
亜硝酸ナトリウム（NaNO2）、sulfanilamideおよび1V－（1－naphthyl）ethylenediamineは和光純薬
工業株式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。　Chlorogenic　acid　hydrate（ChA）、　D－（一）－quinic
acid（QA）、resveratrol（Res）および（＋）－catechin（C）は東京化成工業株式会社製（Tokyo，　Japan）
を使用した。（一）－Epigallocatechin　gallate（EGCG）、（一）－epicatechin　gallate（ECG）、
（一）－gallocatechin　gallate（GCG）および（一）－catechin　gallate（CG）はSigma社製（Tokyo，　Japan）
を用いた。
　α一（4－pyridyl－1－oxide）－N一τθ〃－butylnitrone（POBN）はLabotech社製（Tokyo，　Japan）を用い
た。Dimethyl　sulfbxide（DMSO）、hydrogen　peroxide（30％）および1，1－diphenyl－2－picrylhydrazyl
（DPPH）は和光純薬工業株式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。　Copper（II）sulfate
pentahydrateは関東化学株式会社製（Tokyo，　Japan）を用いた。
　Deoxyribonucleic　acid　sodium　salt　ffom　calf　thymus、　phosphatase　alkaline　f士om　bovine
intestinal　mucosa、　deoxyguanosine（dG）および8－hydroxy－21－deoxyguanosine（8－OHdG）は
Sigma社製（Tokyo，　Japan）を用いた。　Nuclease　P　lおよびsodium　iodideは和光純薬工業株
式会社製（Tokyo，　Japan）を使用した。
　その他、溶媒は和光純薬工業株式会社製（HPLC用）を用いた。超純水は日本ミリポア
製Milli－Qの超純水装置で調製したものを用いた。
2．2．　　測定装置および分析条件
　ROSの一種である゜OHの測定およびdGおよび8－OHdGの測定は第1章の方法に準じた。
　Antioxidant作用およびGriess法の測定は、BIO－RAD社製Model　550マイクロプレートリ
ー ダーを用いて測定した。
　ニトロ化を受けたフェノール性化合物の測定は、高速液体クロマトグラフィー／フォトダ
イオードアレイ検出（LC／PDA）を使用した。　PDAにSPD－M　l　OAvp、ポンプにLC－10ADvp、
オートサンプラーにSIL－HTc、カラムオーブンにCTO－10Avpを用いた。分析カラムにWaters
社製XBridge　C　18（150×2．lmm，3．5μm）を使用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86
相として0．1％ギ酸水溶液／0．1％ギ酸含有アセトニトリル（90：10、v／v）を用いて、流速
0．2mL／minで送液し、試料は5μLを注入した。
2．3．　　試料調製方法
2．3．1．　吸光光度法によるAntioxidant作用の測定
　DPPHを用いたAntioxidant作用の測定では、メタノールに溶解した2mMのDPPH溶液
（250μL）、メタノール（200μL）およびメタノールで溶解した各種フェノール性化合物（50
μL）をそれぞれ加え、37°Cで30分間反応させた。反応溶液300μLを測定試料とし、測
定にはマイクロプレートリーダーを用い、波長540nmで吸光度を測定した。ラジカル消
去率（％）は次の式を用いた。
％Antioxidant　activity＝［Ac。ntr。1－Asample］／［Ac。ntr。1－Aasc。，bic　acid］×100
2．3．2．　ESRによるProoxidant作用の評価
　DMSOに溶解した100　mM　POBN（30μL）にPBS溶液（210μL）、メタノールに溶解し
た20mMの各種フェノール性化合物（30μL）、水に溶解した10mM硫酸銅（30μL）を順
に加え、300μLを反応用試料とした。37°Cで60分間インキュベーションした後、ESRで
測定した。また、インキュベーション前後の実験は全て室温で行った。
2．3．3．　HPLC／UV／ECDによるProoxidant作用の評価
　水に溶解した2mg／mL仔牛胸腺DNAを250μL、メタノールで溶解した各種フェノール
性化合物（2mM）50μLと水に溶解した硫酸銅（1　mM）50μL、　PBS溶液650μLの順に
加えた。37°C、30分間混和後、ヨウ化ナトリウム溶液でDNAを析出させ、40％イソプロ
パノール、70％エタノールでDNAを洗浄した。その後、ヌクレアーゼP1（500　units／mL）
とアルカリフォスファターゼ（1000units／mL）によって酵素分解を行い、DNAを断片化後、
試料溶液とした。LC／UV／ECDによる測定では、　UVでdGを、　ECDで8－OHdGをそれぞれ
定量して8－OHdG／dG比を算出し、　DNAの酸化的損傷の指標とした。
2．3．4．　ニトロ化合物の合成
　ChAおよびCaAのニトロ化反応はCotelleおよびNapolitanoの報告79・80）を参考に行った。
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ChAまたはCaA（5mmo1）を0，05　M酢酸緩衝液（pH　4．0、500　mL）に溶解後、　NaNO2（25
mmol）を加え、室温で3時間撹絆させた。その後、反応溶液は酢酸エチルで液液分配（150
mLx3）を行い、有機相を抽出した。硫酸ナトリウムで脱水後、エバボレーターで減圧乾
固させ、得られた粉末をメタノール（2mL）に再溶解した。その後、オープンカラムクロ
マトグラフィーによる試料の精製および分取を行った。溶出溶媒として、トルエン：酢酸
エチル＝80：20（eluent　A）、60：40（eluent　B）および40：60（eluent　C）を用いることで、
それぞれの化合物を単離精製した。得られた化合物は、1H　NMR、13C　NMRおよび
LC－PDA－ESI－MSによって解析を行い、論文値79’80）との比較を行うことで、同定した。それ
ぞれの化合物のIH　NMR、13C　NMRおよびMSのデータを以下に示す。
Nitrochlorogenic　acid（ChA－NO）．　UV：λmax（CH30H）276，339，430　nm．1H　NMR（CD30D）δ
（ppm）：2．12（m，4H），3．74（dd，　J＝10．0，3．2　Hz，1H），4．20（m，1H），5．42（m，1H），6．31（d，　J＝15．6
Hz，田），7．05（s，1H），7．57（s，1H），8．15（d，」＝15．6　Hz，1H）．13C　NMR（CD30D）δ（ppm）：39．5
（CH2），41．3（CH2），73．2（CH），73．3（CH），75．3（C），78．2（CH），113．2（CH），116．0（CH），121．2
（CH），125．6（C），140．7（C），144．0（CH），150．2（C），156．2（C），169．1（C），181．8（C）．　ESI－MS：〃施
398［M－H］’．
2－（3，4－Dihydroxyphenyl）－2－oxoethanaloxime（CaA－NO－1）．　IH　NMR（acetone－d6）δ（ppm）：6．91（d，
1H，　J＝8．8　Hz），7．61（dd，1H，　J＝8．8，2．O　Hz），7．62（d，1H，　J＝2．O　Hz），7．91（s，1H）．13CNMR
（acetone－d6）δ（ppm）：115．2（CH），117．1（CH），124．5（CH），129．2（C），141．7（C），145．3（C），148．7
（CH），187．1（C）．　ESI－MS：吻！乞180［M－H］’．
6，7－Dihydroxy－1，2－（4H）－benzoxazin－4－one（CaA－NO－2）．　IH　NMR（CD30D）δ（ppm）：6．95（s，　l　H），
7．33（s，1H），8．13（s，　IH）．　ESI－MS：〃2Z　178［M－Hr．
2－Oxy－3－（3，4－dihydroxyphenyl）－1，2，5－oxadiazole（CaA－NO－3），　UV：λmax（CH30H）247，316nm．
1H　NMR（CD30D）δ（ppm）：6．89（d，　J＝8．4　Hz，　lH），7．32（dd，　J＝8．4，2．O　Hz，1H），7．54（d，　J＝
2．O　Hz，1H），8．92（s，1H）．13C　NMRδ（ppm）：113．9（CH），115．4（C），　l　l6，2（C），　l　l7．3（CH），120．1
（CH），146．4（CH），147．5（C），149．7（C）．　ESI－MS：η2Z　l93［M－Hr．
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2．3．5．　Griess法によるNO2’生成量の評価
　lmMの試料溶液（500μL）にPBSまたは0．1MHCI（4500μL）を加え、37°Cで反応さ
せた。経時的に試料を回収（150μL）し、Griess試薬（25　mM　sulfanilamideおよび2．5　mM
凡（1－naphthyl）ethylenediamine含有2．5％リン酸溶液）を150μL加え、室温で5分間反応さ
せた。その後、遠心分離操作（10，000g、5min）を行い、上清200μLを測定用試料とした。
測定にはマイクロプレートリーダーを用い、波長540nmで吸光度を測定した。
2．4．　　統計学的処理
　全ての結果は平均値土SDで表記した。得られた値は一元配置分散分析によって各群の
間の有意差を検定し、その後、Dunnett法によって評価した。
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3」．　　試薬および試料
　Reduced　glutathione（GSH）、glutathione　disulfide（GSSG）、5，5’－dithiobis（2－nitrobenzoic　acid）、
2，4－dinitrofluorobenzeneおよび1V－ethylmaleimide（NEM）は和光純薬工業株式会社製（Tokyo，
Japan）を使用した。唾液採取用キット　サリベット⑧はアシスト社から購入した。
3．2．　　測定装置および分析条件
　液体クロマトグラフィー／質量分析法（LC／MS）の測定にはSHIMADZU　LCMS－2010Aを
使用した。送液ポンプはLC－10ADvp、オートサンプラーにはSIL－10ADvp、カラムオーブ
ンはCTO－10Avpを用いた。分析カラムとして、Waters社製AtlantisTM　HILIC　Silica（150×2．1
mm，5μm）を使用した。カラム温度を40°Cに設定し、移動相としては、アセトニトリル／
0．5mMギ酸緩衝液（pH　4．0）を用いて、90：10（0－1min）～70：30（2－20　min）のグラジ
ェント分析を行った。流量は0．2mL／minで送液し、試料は5μLを注入した。
　MSのイオン化法は、　ESI法を用いた。また、検量線および実試料の測定には、　SIMモー
ドで測定した。GSHはNEMにより誘導体化を行ったGSH－NEMとして評価した。GSH－NEM
およびGSSGのモニタリングイオンは、正イオンモード［M＋H］＋である〃2々433および613
とした。また、内標準物質であるγ一Glu－Gluのモニタリングイオンは、正イオンモード［M＋H］＋
である〃施277とした。その他のMsの条件は、インターフェイス電圧5kv、　Q－array　RF
電圧150v、　Q－array　Dc電圧20　v、　CDL温度300°c、ブロックヒーター温度300°C、ネブ
ライザーガス1．5L／minとして測定した。
3．3．　試料調製方法
　唾液（500μL）または血液（5μL）試料に、500μM内標準物質含有40mM　NEM溶液を
20μL添加し、室温で30分間反応後、pH調整のために、50　mM炭酸アンモニウムで1．O　mL
に定容した溶液をOasis⑧MAXによる固相抽出法に適用した。固相抽出条件は、固相のプ
レコンディショニングにはメタノールおよび精製水で行った。そして、試料を1．OmL負荷
した。次いで、アセトニトリル（1mL）、50　mM炭酸アンモニウム溶液（1mL）および10
mMトリフルオロ酢酸（0．5　mL）で洗浄を行った。最後に、溶出溶媒として10mMトリフ
ルオロ酢酸（1mL×3）で脱離を行い、エバボレータで減圧濃縮した。得られた残渣をア
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セトニトリル：精製水（90：10、v／v）混液で再溶解を行い、　HILIC／MSの分析に供した。
3．4．　　ヒト生体試料
　本研究遂行にあたり、生体試料採取は提供対象者に対する人権擁護上の配慮、研究に対
する利益・不利益等の説明を行い、インフォームドコンセントを得た。また、生体試料の
保存は一80°Cで行い、分析直前に室温で自然解凍した。ボランティアは、男女合わせて10
名であり、年齢は22～24歳の健常人を選んだ。血液、唾液試料の採取は同日に行い、唾液
は食事前にアシスト社製サリベット⑧を用いて採取した。
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